




















Increase  in blueberry  (Vaccinium corymbosum) cultivation  in Croatia during 
the last several years raised an interest in pests and pathogens occurring on this 























Hrvatskoj  tijekom  posljednjih  nekoliko  godina  dovelo  je  do  zanimanja  za 

















štetni organizam. D.  vaccinii  je uzročnik  sušenja  izdanaka  i  raka borovnice, a 
status  tog  reguliranog  patogena  u  Hrvatskoj  bio  je  nepoznat.  Od  2016.  do 
2018.,  u  domaćim  nasadima  borovnice  proveden  je  program  posebnog 
nadzora s ciljem utvrđivanja moguće prisutnosti gljive D. vaccinii. U 24 nasada 
američke borovnice u 11 županija i u Gradu Zagrebu provedena su trideset i tri 
vizualna pregleda  te  je  sakupljeno 66 uzoraka biljaka  sa  simptomima  sušenja 
izdanaka. Diaporthe  spp.  je  utvrđen  u  20  uzoraka,  iz  kojih  je  sakupljeno  20 
izolata.  U  većini  uzoraka  (49)  utvrđene  su  gljive  iz  porodice 
Botryosphaeriaceae, same ili zajedno s gljivama iz roda Diaporthe. Filogenetske 
analize  sekvenci  ITS1‐5.8S‐ITS2  ribosomske  DNA  pokazale  su  da  se  svi 
sakupljeni  Diaporthe  izolati mogu  identificirati  kao  Diaporthe  eres.  Poseban 
nadzor potvrdio  je  status D.  vaccinii  kao  štetnog organizma  čija prisutnost u 
Hrvatskoj nije poznata.  











species‐host  associations  are  constantly  being  described  and  reported, with 
multiple species increasingly reported on the same host (Lombard et al., 2014; 
Elfar et al., 2013; Gomes et al., 2013). 




quarantine  harmful  organism  in  the  European  Union  (EU,  2000).  Diaporthe 
vaccinii is the causal agent of twig blight, canker and fruit rot of blueberry and 
cranberry  (Vaccinium  spp.),  and  it  is  listed  in  the  Annex  IIAI  of  Directive 
2000729/EC  (EU,  2000).  Up  to  about  two  decades  ago,  D.  vaccinii  was 
considered  to  be  the  species  of  restricted  worldwide  distribution.  It  was 
regarded to be widespread only in North America, where it has been reported 
as  a  severe pathogen of blueberry  crops  (EFSA  PLH  Panel,  2014;  Farr  et  al., 
2002).  However,  during  the  last  several  years,  studies  have  shown  that  D. 
vaccinii  is  present  also  in  Europe  (Cardinaals  et  al.,  2018; Michalecka  et  al., 









was unknown.  Šubić  (2011)  is  referring  to D.  vaccinii  as  the  causal  agent of 
blueberry shoot dieback in Međimurje, but without laboratory identification of 
the  fungus.  To  confirm  its  presence  or  absence,  phytosanitary  survey  was 
carried  out  in  Croatian  blueberry  orchards.  The  main  objective  was  to 
determine  the  status of D.  vaccinii  in Croatia, but also  to get an  insight  into 







were performed  in blueberry  (Vaccinium corymbosum L.) orchards  in Croatia. 
Number of orchards inspected in different counties and the number of samples 
collected is presented in Table 1. Visual inspections were focused on detecting 
symptoms  resembling  those  described  for  Phomopsis  shoot  dieback  and 
canker.  If  symptoms were observed,  symptomatic  shoots were collected and 
analysed in the laboratory.  
Totally  66  samples  were  collected.  Shoots  were  examined  under  the 
stereomicroscope  for  the  eventual  presence  of  fungal  fruiting  bodies 
(pycnidia). After the examination, shoots were washed in tap water and cut in 
chips 5‐10 mm  in diameter. Remaining parts of the shoots were  incubated  in 
moisture chamber at  room  temperature  to  induce  the eventual  formation of 
pycnidia. Woody chips were surface‐sterilised in 1 % NaOCl, rinsed, dried, and 
inoculated on potato‐dextrose agar (PDA). PDA plates were incubated at 21 °C 
for  7‐10  days  in  darkness.  After  incubation,  plates  were  checked  for 
Phomopsis‐like  colonies  (Gomes  et  al.,  2013;  Farr  et  al.,  2002).  Each 
Phomopsis‐like  colony was  transferred  to  pure  half‐strength  PDA  culture  by 
hyphal  tip  isolation  from  the  colony  edge  and  was  considered  an  isolate. 
Twenty potentially Diaporthe (Phomopsis) sp. isolates were collected. 
Isolates  were  examined  for  their  morphology  in  PDA  culture  (growth, 
appearance,  colour  and  sporulation).  All  20  isolates  were  identified  as 
Phomopsis  (Diaporthe)  sp.  according  to  the  morphology.  As  morphological 
features  of many Diaporthe  species  are  overlapping  (Udayanga  et  al.,  2014; 
Udayanga  et  al.,  2011;  EPPO,  2009), morphological  analysis  of  pycnida  and 
condidia was not performed and PCR‐sequencing of  ITS1‐5.8S‐ITS2  ribosomal 
DNA region was used for species identification. Fungal DNA from pure cultures 
was extracted using DNeasy® Plant Mini Kit  (Quiagen  Inc., USA) according  to 
manufacturer's instructions. PCR amplification was performed as described by 
EPPO (2009) using primer pair ITS1 and ITS4 (White et al., 1990). PCR products 
were  purified  and  sent  for  sequencing  to  Macrogen  Europe  (Amsterdam, 

















analysis  using  MEGA  5.05  software  (Tamura  et  al.,  2011).  Sequences  of 
reference D. vaccinii  isolates CBS 118571 (Acc. No. KC343223) and CPC 23812 
(Acc. No. KJ160587), D. eres  isolate CBS 524.82  (Acc. No.  JQ807448.1) and D. 
baccae CBS 136972  (Acc. No. KJ160565)  retrieved  from GenBank® were used 
for comparison. Godronia cassandrae strain OVB 13‐001  (Acc. No. KC595271) 
was  used  as  an  outgroup  in  construction  of  UPGMA  phylogenetic  tree. 





From 2016  to 2018, 24 blueberry orchards  in 11  counties and  the City of 
Zagreb were visually inspected. Some orchards were inspected several times in 
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were  collected  (five  in  2016,  13  in  2017  and  two  isolates  in  2018).  In  eight 




Isolates  of  Diaporthe  sp.  grown  on  half‐strength  PDA  were  typical  of 
Diaporthe  (Phomopsis)  according  to  the  descriptions  (Udayanga  et  al.,  2014; 
Udayanga  et  al.,  2011;  EPPO,  2009;  Farr  et  al.,  2002),  but  some  variability  in 
culture  appearance  was  noted.  The  majority  of  isolated  were  fast  growing, 
developed white  fluffy  aerial mycelium  and  abundant  conidiomata  containing 
both α‐ and β‐conidia, and were whitish to brown or whitish with brown zones 
in  reverse.  Several  isolates  were  sterile  and  developed  brownish  aerial 
mycelium. 
Phylogenetic  analysis  of  ITS1‐5.8S‐ITS2  ribosomal  DNA  sequences  showed 
grouping of all 20 Diaporthe isolates collected into the clade distinct from two D. 
vaccinii reference isolates (Picture 1). The majority of isolates grouped together 
with  the  reference  D.  eres  isolate  CBS  524.82.  The  results  of  phylogenetic 
analysis confirmed that all Diaporthe isolates collected from blueberry in Croatia 












Križevci  Đurđevac, Glogovec  2  ‐ 
Karlovac  Krnjak, Jaškovo  2  2 
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species  complex  rather  than  a  single,  well‐defined  species  (Udayanga  et  al., 
2014; Gomes et al., 2013). Udayanga et al. (2014) divided D. eres complex  into 
nine  different  phylogenetic  species,  including  both  D.  eres  and  D.  vaccinii. 
Besides demonstrating  close  relationship between D.  eres  and D.  vaccinii,  the 
mentioned  study  showed  that phylogenetic analysis of  several different genes 















whether  this  species can be  regarded as a blueberry pathogen.  Isolation of D. 







Quarantine status of D. vaccinii  is  implying phytosanitary control on  import, 
movement  and  production  of  Vaccinium  host  plants  in  the  European  Union. 
Beside  this,  the  status  of  D.  vaccinii  is  implying  phytosanitary  measures  of 
eradication or containment in case of finding. Surveys and control measures are 
usually  expensive  and  demanding  for  national  plant  health  system.  Recent 
studies  on  Diaporthe  species  on  blueberry  and  some  expert  opinions  are 
addressing  the need  for a  re‐assessment of quarantine  status of D.  vaccinii  in 
Europe  (Cardinaals et  al., 2018; EFSA PLH Panel, 2014;  Lombard et  al., 2014). 
Lombard et al. (2014) showed that the complex of Diaporthe species is occurring 
on blueberry  in Europe, and that several different species might be  involved  in 




D.  vaccinii  is  causing  relatively mild  symptoms when  inoculated  on  shoots  of 




the  potential  to  be  a  quarantine  pest  as  it  does  not  fulfil  one  of  the  pest 
categorisation  criteria  defined  in  International  Standard  for  Phytosanitary 
Measures No 11, that of having a severe impact”.  
In  survey  carried  out  in  Croatia,  twig  blight  and  canker  symptoms  were 
shown to be only sporadically present in Croatian blueberry plantations, and this 
obviously does not  represent a  serious problem. Moreover,  it was  shown  that 
fungi  from Botryosphaeriaceae  family are more  frequently  isolated  from dried 
twigs  than  Diaporthe  (Phomopsis)  species.  It  can  be  argued  whether  the 

























ELFAR,  K.,  TORRES,  R.,  DÍAZ,  G.A.,  LATORRE,  B.A.  (2013).  Characterization  of 
Diaporthe australafricana and Diaporthe spp. associated with stem canker of blueberry 
in Chile. Plant Dis., Vol. 97: 1042‐1050. 
EPPO/OEPP  (2009).  Diaporthe  vaccinii,  Diagnostics  Standard  PM  7/86  (1).  OEPP 
EPPO Bull., Vol. 48: 128‐134. 
EU  (2000). Council Directive  2000/29/EC of  8 May 2000 on protective measures 
against the  introduction  into the Community of organisms harmful to plants or plant 
products  and  against  their  spread within  the  Community. Off.  J.  Eur. Union  L  169, 
10.7.2000. 
FARR, D.F., CASTLEBURY, L.A., ROSSMAN, A.Y. (2002). Morphological and molecular 
characterization  of  Phomopsis  vaccinii  and  additional  isolates  of  Phomopsis  from 
blueberry and cranberry in the Eastern United States. Mycologia, Vol. 94: 494‐504.   
GOMES, R.R., GLIENKE, C., VIDEIRA, S.I., LOMBARD, L., GROENEWALD, J.Z., CROUS, 
P.W.  (2013). Diaporthe: a genus of endophytic,  saprobic and plant pathogenic  fungi. 
Persoonia, Vol. 31: 1‐41. 
KALITERNA,  J.,  MILIČEVIĆ,  T.,  CVJETKOVIĆ,  B.  (2011).  Grapevine  trunk  diseases 
associated with  fungi  from  the Diaporthaceae  family  in Croatian vineyards. Arh. Hig. 
Rada Toksikol., Vol. 63: 471‐478.   
LOMBARD, L., VAN LEEUWEN, G.C.M., GUARNACCIA, V., POLIZZI, G., VAN RIJSWICK, 






ŠUBIĆ, M.  (2011). Uzročnici bolesti  kao ograničavajući  čimbenik uzgoja američkih 
borovnica (Vaccinium corymbosum L.) u Međimurju. Glas. Bilj. Zaš., No. 5: 357‐369.  
TAMURA,  K.,  PETERSON,  D.,  PETERSON,  N.,  STECHER,  G.,  NEI,  M.,  KUMAR,  S. 
(2011.).  MEGA5:  Molecular  evolutionary  genetics  analysis  using  maximum 
likelihood,evolutionary distance, and maximum parsimony methods. Mol. Biol. Evol., 
Vol 28: 2731‐2739.   









WHITE,  T.J.,  BRUNS,  T.,  LEE,  S.,  TAYLOR,  J.W.  (1990).  Amplification  and  direct 
sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. U: PCR protocols: A guide 
to methods and applications (M.A. Innis, D.H. Gelfand, J.J. Sninsky, T.J. White, ur.). New 
York, Academic Press Inc., pp. 315‐322. 
 
